IBGGRA

INSTITUTO De BloLOoGIa
Y Genetica molecuLanr

UVa

CsSIC

Instituto de Biologia y Genética Molecular. Departanento de Bioquimica y
Biologia Molecular y Fisiologia

Universidad de Valladolid — CSIC

“Estudio de la funcion de Apolipoproteina D en lamteraccion
microglia — astroglia ante el estrés oxidativo y lmflamacion”

Trabajo de Fin de Master en Investigacion Biomédica

SONIA SANZ MUNOZ

Directores: Diego Sanchez y Maria Dolores Ganforna

Julio 2012



indice

L. INTOQUCCION. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s s s s mnnnne e e e e e e aeeeeeas 3
WaY o] [T oT] o] o] (=1 1= TN 5 2P RRRPR 3
Apolipoproteina D en el SiSteMa NEIVIOSO ...cccceeviiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeeeee e 6
1Y 1 Tod 0o | T PSSP 7

P © ] o)1= (1Y 0 1 SO SRPPPPPPUPUPPPRP 9

3. MaterialeS Y MELOUOS .......cccoeviiiiiiiiet e e e ettt e e e e e e aaeaeeeeeeeeeeaseeees 10
N 0110 0= L P 10
CUIIVOS CRIUIAIES ...t e e e e e e e e e e e ae e e e e eeeeeeeees 10
Obtencidn de cultivos enriquecidos en microglia...........cccevvvvveviiiiiiiciieeeeenn. 10
Caracterizacion del cultivo de microglia .......cccoevvvviiiiiiiiiiiiee e, 11
Andlisis de la activacion microglial ante estréflalvo.............ccceevvvvvveniiinnnnnn. 11
Andlisis de la activacion microglial ante la inflagidn ...............cccoevviiicieennn. 11
INMUNOCIEOQUIMICA ....cceiiiiieeeeeeeiiee s e e e e e e e e e e e e e e eeeea e ernnnn e e e as 12
INMUNODBIOT ... s 13
0 | = O = U U U PR PP 14
PN b= U R RS =2S] = To [ 1] (o o PR 15

A, RESUIAUOS ...ttt e e e e e e e e a e e e e e e e e e eees 16
Aislamiento de microglia en cultivo primario y cetexizacion del cultivo. ............ 16
Estudio de la activacion glial ante un estimulo-@xadativo. ..............cccccceeeeeeenn.n. 19
Estudio de la activacion glial ante un estimuldrdftamatorio. ..............ccccoeeeeeeen. 21

5. DIiSCUSION Y PEISPECIIVAS ....vvvvvrrniiiiieeeeeeeeieitiisiinassasseeeeeeeaeeeeeeessessnsnnnnnnsenes 23

Caracterizacion de los cultivos enriquecidos emogi€a .............cccvvvvvieeeeeeeeiiiiiieeeeenns 23
Respuestas gliales a estimulos pro-oxidantes pffamiatorios. ............cccoeeeeeeei v 24
Respuesta a 1a OXIdACION. .........c..uiiiiiieeeeeeee e e ee e e e e eeeeaeeas 24
Respuesta a 1a inflamacion...............eoeiei i 25

T =11 o] [Too [ = - PR 27



1. Introduccién
Apolipoproteina D

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteinalaléamilia de las lipocalinas que se
expresa tanto durante el desarrollo normal comarderel envejecimiento. Fue detectada por
primera vez en el plasma (Ayrault-Jarrier et ab3)%asociada a lipoproteinas de alta densidad
(HDL), de donde fue aislada por McConathy y Alaupgt973).

Inicialmente se consider6 que ApoD pertenecia apagrde las apolipoproteinas por su
localizacion en las HDL, pero tanto el estudio deestructura primaria (Drayna et al. 1986)
como el de su distribucién en los tejidos (revispdoRassart et al. 2000) no mostré homologia
con esta familia, pero si con las lipocalinas. lipscalinas son una familia de pequefias
proteinas globulares y extracelulares de 150-250ha@uidos que comparten propiedades
moleculares de reconocimiento, como la unién detouwbhs pequenas e hidrofébicas, la unién a
receptores especificos de superficie y la formad&nomplejos covalentes y no covalentes con
otras macromoléculas solubles. Asi, se vio que Apaiida hasta un 25% de identidad con
proteinas que unen retinol (RBP) y un 30-40% carenas de insecto que unen bilina (BBP)
(Rassart et al. 2000). En un principio se considdes lipocalinas como proteinas de transporte
y almacenaje de vitaminas, hormonas y otros mdatabadecundarios, pero ahora se ha visto
que esta implicada en otros procesos como la regulalel metabolismo y de la respuesta
inmune, la respuesta al estrés, la guia de axettes,

El gen de ApoD se encuentra localizado en humamosral de la region pl4.2 en el
cromosoma 3 y en raton en el cromosoma 16. Su ciieAclonado por primera vez en 1986
(Drayna et al. 1986), y en humanos este gen ti&®e divididos en 5 exones con una
distribucion caracteristica de la familia de la®tialinas en cordados (Sanchez et al. 2006a). El
gen de ApoD muestra una region promotora que alddrddop por delante del primer exoén, y
estudios en esta region muestran la presencia deaselementos reguladores (Lambert et al.
1993; Levros et al. 2010).

La estructura primaria de ApoD es una cadena costpygor 189 aminoécidos que le
confieren un peso molecular de 18,1 kDa. Dependigleditejido en el que sea sintetizada tiene
un patrén de glicosilaciones diferente, variando pgso entre los 19 y los 32 kDa
fundamentalmente por las glicosilaciones en loglues de asparagina en las posiciones 45y
178. En su secuencia aminoacidica se encuentréptid@ sefial formado por 20 amino&cidos,
que sera cortado después del procesado dejand@rateina de 169 animoacidos. Las 5
cisteinas de su secuencia forman puentes disutfasca dos para mantener la estructura, y la
guinta se unira con otras macromoléculas biolégaeisplasma (Rassart et al. 2000). Esta
quinta cisteina desapareada es una peculiaridasbdB humana que no se encuentra en el
resto de los organismos conocidos, incluyendotéhra

Las apolipoproteinas tienen una estructura seciandan-hélice, pero ApoD no sigue este
patrén, sino que su estructura esta formada funol@ingente por ldminaB. Su estructura,
caracteristica de la familia de las lipocalinasista de de 8 lamindsantiparalelas flanqueadas
por una hélice. y conectadas entre si por 7 lazos. Los puentaHudis de sus cisteinas ayudan
finalmente a mantener la estructura de bAarigeramente distendido (Eichinger et al. 2007).



Figura 1. Estructura tridimensional de ApoD humana.Se observa su estructura en bg¥ribrmando
un bolsillo y su hélicer. Se han destacado los puentes disulfuro entreidgsinas 41-165 y 8-114 (en

amarillo) y la cisteina 116 desapareada €@ naranja).

Las particularidades de esta estructura confieredpaD unas caracteristicas muy
importantes para predecir su funcionalidad:

- Pequefios ligandos hidrofobicos se unen al bofsittmado en el interior del barril.

- Los aminoéacidos hidrofébicos de su superficie mdgdermitir el anclaje de la proteina
a la fase lipidica de las membranas o a otras mlaketidrofdbicas.

- Lacisteina 116 de ApoD humana, gue no se une tras cisteinas de su estructura, si
lo hace con otras moléculas que contengan resttiiossteina y posibilita la formacion
de dimeros de la propia proteina.

Estas caracteristicas y la amplia distribucion ¢ en mamiferos nos hacen intuir su
importancia, proponiéndose desde hace tiempo carmaoproteina multifuncional. Es posible
que los ligandos asociados con esta proteina vdejgendiendo de las condiciones del tejido o
del 6rgano en que se encuentre, pudiendo ser wteina de fase aguda en la regeneracion
nerviosa, servir para evacuar moléculas toxicagrmgelas en el bazo en la destruccion de los
eritrocitos, o ayudar al transporte de esteroigeérganos como las glandulas adrenales o los
testiculos (Rassart et al. 2000). También se pigneaApoD puede no solo tener una funcién
local, sino también actuar de forma paracrina nmeida circulacion, ayudando en la
distribucion de sus ligandos a tejidos diferentesaduellos donde se expresa (Provost et al.
1990).

Mientras que las apolipoproteinas se expresan fned@lmente en el higado y el intestino,
la sintesis de ApoD en humano se localiza en elrpas, la placenta, el bazo, los pulmones, los
ovarios, los testiculos, el cerebro, los nerviasf¢récos, los rifiones y las glandulas adrenales
(Rassart et al. 2000). ApoD también se encuentraeeneciones apocrinas axilares donde
muestra un patrén de glicosilacion diferente aloetrado en plasma y en otros fluidos
corporales como el liquido cefalorraquideo, elditulacrimal, la perilinfa y los fluidos del oido
interno.

En otros mamiferos, como mono y conejo, se encugnialmente una amplia distribucion
de ApoD en los tejidos corporales (Provost et 2901 Smith et al. 1990); pero en rata y raton la
distribucion es mucho mas estrecha, estando paéeticte limitada al sistema nervioso central,



donde se encuentra en la médula espinal, cerebaevepelo. A pesar de estas diferencias, la
similitud de sus regiones codificantes indica unamm funcién transportadora de ligandos
(Cofer and Ross 1996; Seguin et al. 1995).

A nivel celular, el mRNA de ApoD es expresado gpatmente por fibroblastos, y mas
especificamente por fibroblastos que estan proxarlos vasos sanguineos. Dentro del sistema
nervioso central, su expresion se observa en célgliales de la sustancia blanca,
fundamentalmente astrocitos y oligodendrocitoshinges que en el sistema nervioso periférico
se expresa en células de Schwann (Rassart e08l). 20

Tras haberse comprobado que, a pesar de su nofygm®, no se engloba dentro del grupo
de las apolipoproteinas, la reconstruccion filotjeaéde las lipocalinas de metazoos tanto en
funcién de su estructura génica como de su seaidaciminoacidos coloca a ApoD en la base
del arbol filogenético, mas cercana a las lipoealirde otros reinos (plantas, hongos,
protoctistas y procariotas) y perteneciente al mistado que las lipocalinas de invertebrados
(Ganfornina et al. 2006). Lazarillo (Laz) es unpotialina de artrépodos encontrada en
embriones de saltamonteXhistocerca americana, donde se vio su participacion en el
crecimiento y la guia de axones durante el desarehbrionario (Sanchez et al. 1995),
habiendo sido ApoD descrita como su ortélogo ertebeados (Ganfornina et al. 1995). En
Drosophila melanogaster se encuentran dos genes homadlogos de Lazarillnatlas Lazarillo
Glial (GLaz) y Lazarillo Neural (NLaz) debido a supresion en células gliales y neuronas
respectivamente (Sanchez et al. 2000). Con estos gademos encuadrar a ApoD como la
sucesora de una de las lipocalinas ancestrales@encuentran presentes en los primeros
cordados.
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Figura 2. Filogenia molecular de las proteinas delfamilia de las Lipocalinas.



Apolipoproteina D en el sistema nervioso

Uno de los lugares de méxima expresion de ApoD sistema nervioso de los mamiferos
estudiados hasta el momento, sintetizandose tan&l sistema nervioso central como en el
periférico, donde la proteina es sintetizada pderdeénados tipos celulares y posiblemente
captada por otros. En otros tejidos la funcion gel podria variar dependiendo del lugar de
secrecidn, pero en el sistema nervioso parece lesstainte clara su implicacion en procesos de
reparacion y remielinizacion tras situaciones tratiras.

En el sistema nervioso periférico ApoD es sintelizundamentalmente por fibroblastos y
células de Schwann, donde se pensaba que podtigbamral mantenimiento, homeostasis y
movimiento de lipidos en los nervios periféricoeyes et al. 1990). La presencia de ApoD se
ve aumentada en el nervio periférico de rata tres lasion (Spreyer et al. 1990), y su falta
muestra, incluso en nervios sanos, una disminuamdla velocidad de la conductividad motora
y vainas de mielina mas delgadas. Ante un dafi@ skeimostrado que ApoD ayuda a recuperar
la funcién locomotora promoviendo la limpieza deelmia y regulando el numero de
macréfagos en la zona dafiada, estando asi impliemdda sefializacibn de procesos
inflamatorios (Ganfornina et al. 2010).

En el sistema nervioso central ApoD esta expregamtaastrocitos, oligodendrocitos,
células precursoras de oligodendrocitos, algunasoneas y células piales y perivasculares
(Ganfornina et al. 2005; Navarro et al. 2004; Newvat al. 1998; Sanchez et al. 2002).

El incremento de ApoD en el sistema nervioso narecsblamente ante un dafio, Sino que
se ha visto también durante el desarrollo y el jeciriento, en el cual la inflamacién es uno de
los procesos fundamentales que ocurren (Navarah €010), y no se limita s6lo a humanos,
habiéndose comprobado igualmente tanto en monos eamatones (Loerch et al. 2008).

Un incremento anormal de ApoD ha sido encontradoeleffluido cerebroespinal e
hipocampo (Terrisse et al. 1998) y en el cortefrpntal (Thomas et al. 2003) en pacientes con
la enfermedad de Alzheimer. En la enfermedad dekiigamn, caracterizada por una
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas destansia negra, especialmente vulnerables
al estrés oxidativo, hay un incremento en la ex@inede ApoD en las células gliales (Ordofiez
et al. 2006). Igualmente, en otras enfermedadesodegenerativas se encuentran elevados
niveles de expresion de ApoD respecto a pacieriesss como es el caso de esquizofrenia,
trastorno bipolar (Thomas et al. 2001), NiemanrkRilgo C (Suresh et al. 1998) o esclerosis
multiple (Reindl et al. 2001).

Poniendo en conjunto la correlacion directa de ApoE2 envejecimiento y enfermedad, la
pregunta a responder seria si es la causa delodaff@spuesta protectora que intenta frenarlo.

Los estudios realizado en mutantes Riesophila melanogaster deficientes en GlLaz
(Sanchez et al. 2006a) y NLaz (Hull-Thompson e2@09), homélogos de ApoD, revelan un
elevado numero de células apoptoticas asi comaddswniveles de peroxidacion lipidica y una
esperanza de vida corta cuando se compara comatige silvestre. Por otro lado, se utilizé el
ratbn como animal modelo para mostrar el papel tagree ApoD en relacién con el estrés
oxidativo, un fenébmeno bioldgico que se incremestdn el envejecimiento. El Paraquat, un
generador de estrés oxidativo, se utilizo en rataledicientes en ApoD produciendo una mayor
peroxidacion lipidica que en animales silvestres.d? contrario, sobreexpresando ApoD en el



cerebro ante este estimulo se consigue una disibmuwte dicha peroxidacién lipidica
(Ganfornina et al. 2008).

Un analisis realizado en cerebelo adulto en respussestrés oxidativo demuestra que
procesos biolégicos como son el mantenimiento deiddina y la respuesta glial al estrés son
funciones directamente dependientes de ApoD, neaesa condiciones normales y mas aun
ante dafio (Bajo-Grafieras et al. 2011a). Siendo Apxjilesada por astrocitos, su adicion a
cultivos de astrocitos deficientes en esta proteiefora su viabilidad cuando se exponen a
estrés oxidativo, lo que indica que ApoD media pr@teccion autocrina que contribuye a la
homeostasis del sistema nervioso ante el estrdatora (Bajo-Grafieras et al. 2011b).

Toda esta informacion revela que ApoD tiene un miegao neuroprotector, que se pone
en marcha ante el estrés oxidativo y la inflamaedm de evitar el efecto dafiino que ambos
procesos tienen sobre las células.

Microglia

La microglia fue descrita por primera vez por P& Rio Hortega en 1932 (Del Rio-
Hortega 1932) siendo, junto con astrocitos y olamitocitos, la tercera poblacion de células
gliales en el sistema nervioso central. Su ampé#ilducion a lo largo del cerebro y médula
espinal ademas de su origen a partir del linajedidigo mononuclear la sitia como la clave
inmunoldgica que actia como sensor ante condicioa@dogicas.

Morfolégicamente podemos diferenciar a la microghados estados:

- Microglia “en reposo”. Se encuentra en el cereldolta en condiciones normales,
teniendo una morfologia ramificada, con un somaatiest y procesos con alta
motilidad. Esta motilidad esta relacionada con suncibn para explorar el
microambiente en busca de cambios patoldgicos im@sis inflamatorios. Varios
estudios recientes relacionan a la microglia coasdiunciones como monitorizar la
sinapsis (Wake et al. 2009), controlar la sinaptegés (Roumier et al. 2004) o inducir
apoptosis en células de Purkinje (Marin-Teva e2@04).

- Microglia activada: Se encuentra tanto durante edadollo embrionario temprano
como ante estados de activacion, adquiriendo unéologia ameboide. El grado de
activacion de la microglia depende de la extensidla intensidad del estimulo,
pudiéndose observar un gradiente de activacionogiial en regiones del cerebro
desde el epicentro de una lesion hacia la perjfeieado este estado reversible una vez
el estimulo haya cesado (Streit 2000). Una infegcitn trauma, una isquemia, una
patologia neurodegenerativa, la alteracion de Hkwidad neuronal o cualquier
perturbacion o pérdida de la homeostasis cerefdada un dafio real o potencial del
sistema nervioso central, provocando la activacneroglial. Ademas de su cambio
morfoldgico, la activacion microglial consiste tagb en un cambio en su
comportamiento funcional y su expresion génica.uAlis poblaciones microgliales
comienzan a proliferar para proporcionan una maglefensa, se induce una
reordenacion de sus moléculas de superficie camhbisns interacciones célula-célula
y célula-matriz, hay cambios en las enzimas intwaes y, por Ultimo, liberan
multiples factores con efectos proinflamatoriosimtnoreguladores (Kettenmann et
al. 2011). La activacion microglial es uno de losgipales eventos en los procesos de



neuroinflamacion aguda y es esencial para la deatdbn de heridas en el sistema
nervioso central (Streit and Xue 2009).

Entre los multiples factores proinflamatorios qoe 8berados por la microglia durante su
activacion, las citoquinas constituyen una pora@nificativa de los mensajeros inmuno y
neuromoduladores. Por medio de estas citoquinasckaglia mantiene el bienestar del sistema
nervioso y responde a cualquier tipo de sefalesngpiguen un cambio en la homeostasis del
medio con el fin de activar mecanismos de defenmata o ayudar en caso de reacciones
inmunes especificas.
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Figura 3. Activacién de la microglia.

La microglia y los astrocitos son los responsaldiesmuchos desérdenes neuroldgicos
asociados con el estrés oxidativo y la neuroinfiém Ha sido ampliamente estudiado el
impacto que tienen las células gliales en la suygmegia neuronal, pero son menos los estudios
sobre la interaccion entre la astroglia y la mideodurante este proceso.

Una serie de trabajos recientes ponen de manifiastifluencia que tiene la interaccion
microglia-astroglia ante estimulos proinflamatosiascidativos, demostrando que la resistencia
que ofrecen los astrocitos frente al estrés oxidatie ve incrementada en presencia de
microglia y es significativamente mayor cuanto masea el grado de activacion microglial
(Armbrust and Rohl 2008; Rohl et al. 2010; RAHle2008).
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Figura 4. Intercambio de sefiales astroglia-microgdi ante su activacion.



2. Objetivos

Como se ha expuesto en la introducciébn de esteajtrabApoD se sintetiza
fundamentalmente en el sistema nervioso, no séltananos, sino también en animales
modelo como el ratdn, donde se estan haciendailusgmles estudios. Nuestra hipotesis actual
es que ApoD tiene la capacidad de actuar comoqtootente al estrés oxidativo, por un lado
regulando la respuesta glial ante el estrés oxmlgtpor otro como un sefializador en el proceso
de inflamacién. Asumimos que ApoD es secretadagstrocitos y oligodendrocitos en el
sistema nervioso central, pero poco se sabe adercamo influye ApoD sobre la microglia o
coémo puede variar su respuesta en ausencia de ApoD.

Las premisas e hipotesis de partida de este trabajtas siguientes:

- ApoD es expresada por astrocitos y oligodendrogito® por microglia, su expresion
se eleva en situaciones degenerativas y patologiehssistema nervioso como
mecanismo de defensa ante el dafio.

- ApoD interviene regulando la respuesta astroglieragiia.

- Los astrocitos se activan ante un estimulo oxiddtherando factores al medio (entre
ellos ApoD) que, en condiciones normales, activenraicroglia.

- La microglia se activa directamente ante estimpiomflamatorios.

El OBJETIVO GENERAL de mi proyecto consiste en di&ucomo interviene ApoD en
las sefiales moleculares que se originan en laaoui@én entre las células gliales ante diferentes
estimulos inflamatorios y generadores de estréslativdD. Este objetivo lo estudiaré
inicialmente a nivel celular en cultivos primarisidizando como modelo experimental ratones
silvestres (WT) y ratones de funcién nula de ApapaD-knockout, ApoD-KO).

Como OBJETIVOS ESPECIFICOS me he propuesto:

- La puesta a punto y caracterizacion de cultivoglegi primarios enriquecidos en
microglia.

- El estudio de la activacion microglial ante unreatd generador de estrés oxidativo.

» ¢ El estimulo pro-oxidante activa directamente mitxoglia o es s6lo mediado
por los factores astrocitarios?

» Si existe activacion directa, ¢ estara moduladdaparesencia de ApoD?

- Estudio de la activacion de la microglia ante ufmado proinflamatorio.

» ¢ Estarespuesta es mediada por los astrocitos8rAppD?



3. Materiales y métodos
Animales

Para la realizacion de este estudio se han utiizatbnes de la cepa C57BL/6J de dos
genotipos distintos: ratones silvestres (WT) y mtga de pérdida de funcién (knock-out) para
ApoD (ApoD-KO).

Los ratones se mantuvieron en condiciones contislald temperatura y luz, a 25+1°C y
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, siendo aliat®¥ con una dieta estdndar para roedores
(Global Diet 2014: Harlan) y agual libitum.

Cultivos celulares

Para los cultivos mixtos de astrocitos y microglianarios de corteza de ratdén se usaron
ratones neonatos (PO — P1). Las cortezas cereliuglem extraidas rapidamente, eliminando
las meninges por rodamiento sobre un papel de fistéril y manteniéndose en medio EBSS
(Earle’s Balanced Salt Solution) con albamina deretovino (BSA) 0,2 mg/mly DNAsa | 2,4
mg/ml. El tejido fue cortado en pequefios trozos luisturi quirdrgico, centrifugado (200g, 2
min) e incubado con tripsina 10mg/ml, DNAsa | 2,¢/ml y BSA 0,2 mg/ml en medio EBSS
durante 15 min a 37°C. La reaccion fue parada plicicm de 10% FBS y disgregada
mecanicamente con una pipeta Pasteur. Tras unafuwgation (200g, 5 min) las células
obtenidas fueron resuspendidas en Dubelcco’'s Mamtikagle’s medium F12 (DMEM:F12)
con 10% FBS y 1% P/S/A (Penicilina 1QU)/Estreptomicina 1Qug/ul y Anfotericina B 25
ug/ml), sembradas en placas de cultivo de plastitérie de 9,6 cfh(Nunc, Thermo Fisher
Scientific) e incubadas a 37°C con 5%,®0-95% de humedad. El medio fue cambiado a las
24 horas y posteriormente cada 5-7 dias.

Obtencidn de cultivos enriquecidos en microglia

Transcurridos 10-12 dias in vitro (DIV) el cultillega a confluencia, pero se mantiene hasta
20 DIV. Durante este tiempo tiene lugar una mayoliferacion de microglia.

A los 19 DIV se hace un cambio de medio y a lahd4s se retira este medio condicionado,
conservandolo a 37°C tras una centrifugacion (1§)0B min) para eliminar cualquier resto
celular. El cultivo es lavado con PBS para eliminaalquier resto de suero e incubado en
tripsina 500 mg/l durante 30 min a 37°C. Con estaasigue que los astrocitos se despeguen
de la placa y que la microglia, que se encuentradpbajo de la monocapa de astrocitos, se
mantenga pegada a la placa de cultivo. Se parealzcion con la misma cantidad de medio
DMEM:F12 10% FBS, se recoge la suspension celut gentrifuga (300 g, 5 min). La placa
gue contiene la microglia adherida es lavada coB p&a eliminar cualquier resto de tripsina
que haya podido quedar y se afiade el medio condid@ previamente obtenido. Este medio
condicionado con los factores producidos por etivaulmixto sirve para mantener nuestro
cultivo enriquecido en microglia. Las células démggadas constituyen una mezcla de astrocitos
y microglia, que llamaremos cultivo mixto, y seieesran en una placa de cultivo estéril con
medio DMEM:F12.

Ambos cultivos se mantienen en incubacién a 379C 5% CQ y 90-95% de humedad
hasta ser usados a las 24 horas.
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Caracterizacion del cultivo de microglia

Con el fin de caracterizar el cultivo enriquecido raicroglia se realiz6 la deteccion de
diversos marcadores mediante inmunocitoquimica, uimoblot (Western blot) y PCR
cuantitativa (RT-gPCR).

La inmunocitoquimica se realiz6 para detectar umcaur astroglial, GFAP, y tres
microgliales, Cd11b, F4/80 y Galectina 3.

El inmunoblot se realiz6 para cuantificar la exjinesde ApoD y de los marcadores
microgliales Galectina 3, Cd11b e iNOS.

La RT-gPCR se realizé para cuantificar la exprediélnmarcador microglial F4/80.
Andlisis de la activacion microglial ante estrés ddativo

Para simular un proceso de estrés oxidativo sesexpll cultivo celular a 24 horas de
Paraquat (PQ).

El experimento fue disefiado segin muestra la fifuediadiendo PQ 50 a los cultivos
experimentales.

's ™y s ~ 's A g Y
Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
wT WT ApoD-KO ApoD-KO
\ VAN J \ J \ J
| 2001V | | 20D1V I
' ™ ' ™ r 3 i ™y
P Cultivo ) . Cultivo S Cultivo . . Cultivo
[ Microglia ] mixto Microglia mixto Microglia mixto Microglia mixto
\ J \ J \ J \ J
1 [ o | [ [
'S N \ s N N\
Microglia Cultivo mixto Microglia Cultivo mixto Microglia Cultivo mixto Microglia Cultivo mixto
control control PQ PQ control control PQ PQ
. S - > LN / . y

Figura 5. Disefio del experimento de exposicién a PZih.

A las 24 horas se produjo la recogida de las cglotm Trizol® (Invitrogen) tanto para la
purificacibn de RNA y la cuantificacion de IBly ApoD mediante RT-gPCR como para la
posterior extraccion de proteinas y la cuantifidacide ApoD y Galectina 3 mediante
inmunoblot.

Analisis de la activacion microglial ante la inflanacion

Para simular un proceso de inflamacién se expusculiivo celular a lipopolisacarido
bacteriano (LPS) durante 24 horas.

Seis horas después de la obtencién del cultivaeecido en microglia y de la obtencion del
cultivo mixto se produjo la adicion de 10 mg/ml 4®S segun muestra el disefio del
experimento de la figura 6.
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Figura 6. Disefio del experimento de exposicion a 19724 horas.

A las 24 horas de cultivo se produjo la recogiddadecélulas con Qiazol® (Qiagen). La
utilizacion en este caso de Qiazol® en vez de amol® fue debido a los mejores resultados
obtenidos por los miembros del laboratorio trasumdg problemas en el momento de la
purificacion del RNA al utilizar Trizol®. De esteteacto se purificd el RNA para la obtencién
cDNA y posterior cuantificacion de TNFII-13 y ApoD por RT-gPCR.

Inmunocitoquimica

La caracterizacion de los cultivos de microglia sealizé6 inicialmente por
inmunocitoquimica.

La microglia se levanté de las placas de cultil@sa24 horas de su aislamiento por adicion
de tripsina e incubacién a 37°C, parando la reacitbs 5-10 minutos con la misma cantidad
de medio DMEM:F12 10% FBS. Con ayuda de un rascsglolespegaron las células y, tras una
centrifugacion (300 g 5 min), se retiré el sobremdd y se resuspendieron en 1 ml de medio.
Debido a la poca densidad celular obtenida enutivas, la siembra se realizé en cristales de
1,13cnf tratados con poly-L-lisina a muy baja concentra@élular (aprox. 200cél/nfin

La fijacion de las células se llevdo a cabo con #@dehido 4% durante 15 min a
temperatura ambiente después de haber realizaaa@ds con PBS de 10 min cada uno, con
cuidado de que no se despegasen las células. Uiradscel tiempo de fijacion se realizaron
otros 3 lavados de 10 minutos con PBS para elintinalquier resto del fijador.

En los experimentos de inmunocitoquimica en los gluenticuerpo secundario esta
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), el prpaso es la inactivacién de la peroxidasa
endogena de las células, para lo cual se realiZévadlo de 5 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad con PBS — 0,9% @4 seguido de 2 lavados de 5 min con PBS. El proceso
continta para todos los experimentos de inmunagitoigas con un bloqueo realizado con PBS
- 0,1% Tween-20 con 1% suero de cabra durante 80 lnois anticuerpos primarios fueron
diluidos en soluciéon PBS — 0,1% Tween-20 e incubadtemperatura ambiente. Transcurrida 1
hora se realizaron 3 lavados de 5 minutos con P8Sprocedio a la incubacion del anticuerpo
secundario en PBS - 0,1% Tween-20 durante 30 n@mperatura ambiente.

En los experimentos de inmunocitoquimica con aatjo secundario conjugado con HRP
el revelado del color se realizé afiadiendo unacgwiude 5 ml Tris 0,05M con DAB 0,03% vy
H.O, 0,0018%, controlando la reaccion bajo lupa pararfmen el momento que las células
adquirieran un color marron, momento en el queetigdrla solucion de revelado y se afiadio
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PBS. El montaje de las muestras se realizd comrgliy agua en concentracién 1:1 sellandolas
con laca de ufias.

En el caso de los experimentos de inmunocitoquimicéos que el anticuerpo secundario
va unido a un fluorocromo se hizo una doble inmitngaimica secuencial: tras la primera
inmunocitoquimica, antes de montar, se realiz®snrlismos cristales otra inmunocitoquimica
dirigida a otro antigeno. Como en este caso noeasario revelado porque son observadas al
microscopio de fluorescencia, se montaron direatdeneon Vectashield-DAPI diluido 1:10 en
dH,0 vy sellado con laca de ufias.

La observacion de las células se realizé en unostopio Nikon Eclipse 80i equipado con
una Camara Digital DMX 1200c.

Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados.

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios
- Ratén monoclonat GFAP (1:200) - Cabraao raton HRP (1:200)
(Santa Cruz) - Cabrao raton Alexa 594 (1:5000)

- Cabraa rata HRP (1:200)

- Rataa Galectina 3 (Mac-2) (1:1000) - Cabrao rata FITC (1:5000)

- Rataa Cd11b (1:100)
(M1/70.15.11.5.2)

- Rata monoclonat mouse F4/80 (1:1000)
(Abcam)

- Cabraa rata HRP (1:200)

- Cabraa rata HRP (1:200)

Inmunoblot

Las proteinas se extrajeron de la fase organic@rdmll® o Qiazol®. Para ello, se siguié el
protocolo del proveedor, quedando finalmente ensahacion de Urea/DTT (10M urea, 50mM
DTT en dHO).

Las proteinas fueron separadas en funcion de sunp@ecular mediante una electroforesis
vertical de proteinas en geles de poliacrilamida,alé 12%. Se polimerizaron monémeros de
acrilamida/bisacrilamida 37,5:1 utilizando comoatiaedores persulfato de amonio (APS) al
10% y TEMED (N,N,N’,N'-Tetrametildiamina). Las eleoforesis se realizaron bajo
condiciones desnaturalizantes con 0,1% dodecitsuléddico (SDS) segun el método de
Laemmli (SDS-PAGE). Los extractos proteicos se araon afiadiendo un tampon de carga
(Tris-HCI 63 mM, Glicerol 10%, SDS 2%, DTT 10mM) se desnaturalizaron durante 5
minutos a 100°C. Las electroforesis se realizamoana cubeta con una solucién amortiguadora
(Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% ¢bl) a un voltaje de 80V durante 30 min y
posteriormente elevado a 100V hasta el final deégrmento.

Tras la separacion de las proteinas por SDS-PAGHas €ueron electrotransferidas a
membranas de PVDF a un amperaje constante de 4@0mafte 90 minutos en un tampon de
transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, maoh 20% y pH 8,5). Al finalizar la
transferencia, la membrana fue bloqueada duranteod#s a 4°C (con 5% leche o0 3% BSA +
0,05% Tween-20 en solucion tamponada con Tris, T B3)nticuerpo primario se afiadid
diluido en la solucién de blogueo y la incubaci@nrealizé durante 12 horas a 4°C. Tras 3
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lavados de 10 min con TBS — 0,05% Tween-20 la mangse incubd durante 2 horas con el
anticuerpo secundario conjugado con HRP diluidoT&$ — 0,05% Tween-20. Tras los 3
ultimos lavados, todas las membranas se incubarant® una hora con el anticuerpo Raton
monoclonak: B-actina HRP (1:200, Sigma), usado para su postewiantificacion como control
de carga. Finalmente se procedi6é a revelar la spiidioluminiscente con una solucién de
ECL (Millipore) usando el sistema de captura degemVersaDot" (BioRad).

Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados para inmunblot.

% gel | Bloqueo Anticuerpo primario Anticuerpo secundirio

- Cabraa raton ApoD (1:500)

1) (0)
12% Leche 5% (Santa Cruz)

- Burroa cabra (1:10000)

12% Leche 5% - RataGalectina 3 (1:200) - Caboarata HRP (1:10000)

- Cabra policlonak Cd11b (1:200)

0, 0,
7,5% Leche 5% (Santa Cruz)

- Burroa cabra HRP (1:10000)

- Conejo policlonatt NOS2 (1:200)
(Santa Cruz)

7,5% | BSA 3% - Cabrao conejo HRP (1:10000)

RT-gPCR

Tanto para caracterizar los cultivos de microgldae para cuantificar la expresion de
diferentes genes en microglia WT y ApoD-KO se zdilila metodologia de RT-PCR
cuantitativa (RT-gPCR).

El RNA de las células fue recogido por adicién ctimede Trizol® o Qiazol® en el cultivo y
siguiendo el protocolo del proveedor. En el Ultipaso el RNA fue resuspendido en,@Hen
funcion de la cantidad de células de partida. Pangprobar la concentracion de RNA obtenida,
las muestras fueron medidas espectrofotométricanamtn equipo Nanodrop y posteriormente
separadas en un gel de agarosa al 1% para evalngedridad del RNA.

Antes de hacer la reaccion de retrotranscripcion) @@ hizo un tratamiento con DNAsa
para eliminar la posible contaminacion por DNA geigd. Se utilizaron 500ng de RNA con 1
U/ul DNAsa from RNAqueous kit (Ambion) en un volumertal de 10ul. La reaccién se
produjo a 37°C durante 15 min y fue parada subi¢mteEmperatura a 90° durante 5 min.

Para la retrotranscripcion se utilizo el kit Primg®Tm RT reagent kit (Takara), utilizando
como cebadores una mezcla de oligo dT 8 y hexameros aleatorios (1QM) en un
volumen final de 1@l, afiadidos directamente sobre logllde muestra tratada con DNAsa. La
reaccion fue llevada a cabo durante 1 hora a 42°C.

Antes de realizar la RT-gPCR, para asegurar gBd laabia ocurrido satisfactoriamente, se
hizo una PCR convencional del gen RpL18, que amlifiara una proteina ribosomal. Como
molde se uso una dilucion 1:10 del cDNA obtenids, debadores para MrPL18 (MrPL18-F y
MrPL18-R) a una concentracion 1M y GOTaq mix 2x de Promega. El programa utilizado
fue: 94°C 2 min (94°C 30 seg, 58°C 30 seg, 72°€=¢b x 35 ciclos y 72°C 5 min. Las muestras
fueron separadas en gel de agarosa al 1% para @oanplta correcta amplificaciéon del
fragmento esperado.
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Tanto el tratamiento con DNAsa como la retrotrapsidn y la PCR convencional se
llevaron a cabo en el equipo MJ Mini Personal Tla@ycler de BioRad.

Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a caboartdiza SYBR Green® mix (Takara) y
utilizando como gen de referencia L18.

Tabla 3. Lista de cebadores utilizados para la RT®CR.

Gen diana Nombre cebador Secuencia
MrPL18-F 5-TTCCGTCTTTCCGGACCT -3’
RPLS MrPL18-R 5- TCGGCTCATGAACAACCTCT -3
Emrl-F 5'- AAGCAGTGCAGGGCAGGGAT -3
F4/80 Emrl-R 5- GCAAGATGGTGCCCAGAGTGGA -3’
mApoD-EAK-F 5’- GAAGCCAAACAGAGCAACG -3
Apob mApoD-PET-R 5-TGTTTCTGGAGGGAGATAAGGA -3
Tnfa-F 5-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGGCAG -3
ThFe Tnfa-R 5- TGGTTTGCTACGACGTGGGCT -3’
II-1B-F 5- TGTAATGAAAGACGGCACACCCAC -3
4 1-1B-R 5- GGCTTGTGCTCTGCTTGTGAGG -3’

El programa utilizado para los transcritos de EmioD y TNFu fue: 95°C 30 seg, (95°C 5
seg, 58°C 15 seqg, 72°C 15 seq) x 35ciclos, seglédona curva de desnaturalizacién desde
65°C a 95°C en etapas de 0,5°C.

El programa utilizado para el transcrito de fllflie: 95°C 30 seg (95°C 5 seq, 55°C 15 segq,
72°C 15 seg) x 35 ciclos, seguido de una curvaedmaturalizacion desde 65°C a 95°C en
etapas de 0,5°C.

Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo d@armociclador RotorGene (Corvette).
Finalmente, se cuantifico la cantidad relativa ddactranscrito mediante el método d¥%
(Schmittgen and Livak, 2008).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico en los experimentos de RTR| se realiz6 con el programa
SigmaPlot v11.0 usando el test no paramétrico dg lde Mann-Whitney con un nivel de
significacion p<0,05 (*).
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4. Resultados

Aislamiento de microglia en cultivo primario y caracterizacion del cultivo.

El primer objetivo de este trabajo consistio etaai® poblacion microglial de un cultivo
primario de corteza cerebral de ratones neonat@sacterizarlo para ver la pureza del cultivo
resultante.

El protocolo seguido para el aislamiento de mideodle el método de tripsinizacion
empleado por Saura et al. (2003) por ser sencillooy medios que se encontraban ya
disponibles en el laboratorio.

Para determinar la pureza del cultivo enriquecidongécroglia de manera cualitativa se
utilizaron técnicas inmunocitoguimicas.

El primer experimento consistié en hacer una ddeleccion de los marcadores GFAP y
Galectina 3 por inmunofluorescencia.

-  GFAP es la proteina predominante en los filamettsrmedios del citoesqueleto
astrocitario. Se conoce por ser un marcador clagcastrocitos y por estar inducido
ante un dafio cerebral o cuando hay degeneracionsigima nervioso central
(Middeldorp and Hol 2011).

- Galectina 3, previamente llamado MAC-2, pertenelzefamilia de lag-galactosidasas
que unen lectinas. Se expresa en diferentes tipldares entre ellos la microglia,
donde parece ser fundamental en la fagocitosistpugie su expresion aumenta en
microglia activada (Rotshenker et al. 2008).

Figura 7. Expresion de Galectina 3 y GFAP en cultivs mixtos obtenidos de raton WTA) Imagen
tomada por inmunofluorescencia. B) Imagen tomadaNoonarski.

Con esta aproximacion experimental se encontraastabtes células sin marcar, como se
puede observar al comparar ambas imagenes deaufa fig puesto que ambos anticuerpos iban
dirigidos contra antigenos expresados mayoritamdenen situacion de activacion tanto
microglial como astroglial. Ademas, el marcaje deleGtina 3 no es muy intenso, lo que
dificulta su observacion.
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Las siguientes inmunocitoquimicas se disefiaron eanplo un revelado con DAB para
obtener un marcaje mas claro y permanente. Paoaesglerimentos, ademas de GFAP y
Galectina 3 empleados anteriormente, se usaroriéands marcadores Cd11b y F4/80.

- CD11b forma, junto con CD18, el receptor del corm@eto tipo 3 (Mac 1), implicado
en procesos de fagocitosis y opsonizacion. Su sipréambién se ve incrementada en
la activacién microglial.

- F4/80 es un receptor de membrana pertenecientéamibia de receptores acoplados a
proteinas G. F4/80 es expresado por un subconflent@®lulas macrofagicas, entre las
gue se encuentra la microglia, pudiendo estar @agti en la induccion de la tolerancia
inmunoldgica (van den Berg and Kraal 2005), sindegrendiente de activacion.

Figura 8. Expresion representativa de GFAP, Cd11bGalectina 3 y F4/80 en cultivos enriquecidos
en microglia obtenido de ratones WT.

Figura 9. Tipos celulares marcados con GFAP, Cdl1lgalectina 3 y F4/80 en cultivos enriquecidos
en microglia obtenidos en ratones WT.

El marcaje obtenido fue mejor, pero debido a laapdensidad celular obtenida en los
cultivos no se pudo considerar un método adecuad nealizar conteos y obtener resultados
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significativos, de tanto por ciento de enriquecime De todas formas fue muy adecuado para
estudiar las caracteristicas de cada marcador.

Un enriguecimiento relativo se puede observar efiglaa 8, siendo mas caracteristico el
obtenido con los marcadores GFAP (Fig. 8A), CdHig. (8B) y F4/80 (Fig. 8D), mientras que
en Galectina 3 (Fig. 8C) encontramos menos célmascadas a pesar de ser un marcador
microglial. En la figura 9 se observa mas en detabtos marcajes, comprobando cémo
Galectina 3 (Fig. 9C) es un marcador caracteristemicroglia ameboide activada pero no de
microglia ramificada en reposo, mientras que laasipn de los demas marcadores se observa
en cualquiera de los dos estados.

Se comprobd la expresion de Cdllb y Galectina 3irpounoblot para poder evaluar su
expresion cuantitativamente. Ademas se usaronuantios para reconocer ApoD e iNOS con el
fin de probar si ambos anticuerpos podrian saradibs en los siguientes experimentos.

- La oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) es unadoxeductasa responsable de la
sintesis de éxido nitrico, que se encuentra eradte/ niveles en el sistema nervioso
central asociado a patologias como neuroinflamacién enfermedades
neurodegenerativas. Basalmente, la microglia naeegapiNOS, pero ante ciertos
estimulos, ésta se activa y aumenta su expresatra(@d Pahan 2006).

>
W

Galectina 3

Culavo 1 Cultivo 2

Microglia Mix Microglia Mix

p-actina —ﬁ— 45kDa
Galectina 3 prp— - J — 30kDa

Intensidad de kabanda
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Microglia Mix Microglia Mix

Figura 10. Expresion de Galectina 3 cuantificada panmunoblot en cultivos mixtos y enriquecidos
en microglia.A) Expresién de Galectina 3 en inmunoblot. B) Cifaicion de expresion de Galectina 3.

Salvo para Galectina 3 los resultados obtenidosiants esta técnica no fueron los
deseados. Se obtuvo en varias ocasiones un fordadel con la poca expresion de las
proteinas a evaluar. Esto hizo imposible la vigaalibn de una banda nitida tanto para ApoD
como para Cd11b. En el caso de iNOS la banda alstew correspondia con el peso molecular
de la proteina esperada. Galectina 3 fue la Unigi@ipa cuya expresion pude determinar con
claridad, y aunque debido a su alto grado de eipremn los cultivos mixtos no sirve como
forma de cuantificar la pureza de los cultivos quecidos en microglia, si nos vuelve a dar
informacién sobre las caracteristicas de este marc&n la figura 9C observabamos que se
expresaba solamente en microglia activada, siestib apoyado con que su expresion esté
aumentada cuando la microglia se encuentra enatortan los astrocitos, los cuales regulan su
activacion.

Finalmente, como técnica cuantitativa, se decids&r uRT-gPCR para cuantificar la
expresion de F4/80, uno de los marcadores micteglimenos dependiente del estado de
activacion de las células como se observa en ladi§A, obteniendo un incremento de hasta
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nueve veces en los cultivos enriquecidos en mitxaglspecto a los cultivos mixtos, como se
observa en la figura 11.
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Figura 11. Expresion del gen F4/80 en cultivos mias y enriquecidos en microglia.

Estudio de la activacion glial ante un estimulo pr@xidativo.

El Paraquat (PQ) fue el tratamiento elegido commeggdor de estrés oxidativo en cultivo
por ser un compuesto cuya utilizacién esta estaradtr en el laboratorio para este fin. La
concentracion utilizada fue 5Q0M, afiadidos directamente tras la tripsinizacion gntanido
durante 24 horas en incubacion. La diferencia nhagfoa del cultivo tratado respecto del
control se puede observar en la figura 12, viemdoroorfologia ramificada tipica de reposo en
los controles y activada ameboide en los tratados.

Figura 12. Morfologia celular de los cultivos enrigecidos en microglia WT y ApoD-KO en
situacion control y tras tratamiento con PQ 24h.

En estos experimentos cuantifiqué la expresion @edBna 3 y de ApoD por inmunoblot.

En el caso de ApoD la visualizacion se hizo diftlebido al elevado fondo (Fig. 13A), pero a
pesar de ello se pudo observar un incremento euléo mixto experimental respecto al
control (Fig. 13B). En Galectina 3 se observa amacincremento de expresion en los cultivos
mixtos con respecto a los enriquecidos en micraglfao se observo en la figura 10B. Respecto
a la condicion experimental, en el cultivo enriqdecen microglia se observa una leve
disminucién, probablemente no significativa, peeoescuentra mas aumentada en el cultivo
mixto. En ambos casos, los experimentos han de reglicados para poder evaluar
estadisticamente la significacion de los cambios.

19



o9)

A

Cultivo mixto ApoD
Control PQ 4 5
[
ﬁ_anina —45kDa .é 3 A
-
&
3 2
£ o1
=
0 - .
Mix control Mix PQ
C D Galectina 3
Control PQ 6 -
Microglia Mix Microglia Mix EIER
=
p-actina _45kDa :. 1
3
"alectinaS__... —30kDa E
; —ow E ]
E 11

Microglia Mix Microglia Mix
Control PQ

Figura 13. Expresion y cuantificacion de las proteias ApoD y Galectina 3 por inmunoblot.A)
Expresion de ApoD en cultivos mixtos WT en situacidontrol y tras tratamiento con PQ 24h. B)
Cuantificacion de la expresion de ApoD. C) Expresié Galectina 3 en cultivo WT mixto y enriquecido
en microglia en situacién control y tras tratamseadn PQ 24h. D) Cuantificacién de la expresion de
Galectina 3.

Uno de los problemas técnicos en relacién a lasvoslde microglia fue que la cantidad de
muestra obtenida era pequefia (como puede obsep@rda banda d@-actina, usada como
control de carga en la figura 13C). Por lo tantoesirrié de nuevo a la RT-gPCR por ser una
técnica mucho mas sensible. Se realiz6 una cuztifin de la expresion de Ip;lcitoquina
proinflamatoria secretada por la microglia activaldas resultados muestran una activacion
basal en los ratones ApoD-KO, pero esta activaegia disminuida tanto en ratones silvestres
como ApoD-KO a las 24 horas de tratamiento con PQ.

II-1p en cultive mixto
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Figura 14. Expresion de II-B en cultivos mixtos WT y ApoD-KO en condiciones cdrol y tras 24h
de tratamiento con PQ.

20



Igualmente, se analizé por RT-gPCR la expresioAmED en los cultivos mixtos para
caracterizarlos, sin encontrar ninguna variacitas®4 horas de exposicion al estrés oxidativo.

ApoD

Fold change

0.5

L N

WT control WTPQ

Figura 15. Expresion de ApoD en cultivos mixtos WEN condiciones control y experimentales.

Estudio de la activacion glial ante un estimulo priaflamatorio.

La técnica empleada para simular un estimulo gesimdtorio fue el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), un potente estimulante inmunobtbgjue causa un amplio espectro de
respuestas proinflamatorias en microglia (Weinsteia. 2008). Empleando una concentracion
de 10 mg/ml a las 6 horas post-tripsinizacion g traa incubacion de los cultivos durante 24
horas tienen el aspecto mostrado en la figurad@neontrando diferencia morfolégica entre el
cultivo control y el experimental.

)

ApoD-KO control %  ApoD-KO LPS

Figura 16. Morfologia celular del cultivo WT y ApoD-KO en situacion control y ante LPS 24h.

Para conocer el grado de activacion microglial,odgde en experimentos anteriores se
comprobd que la cantidad de proteina obtenida pda cultivo era escasa para técnicas de
inmunoblot, se recurrié6 de nuevo a una medida @atimé mediante RT-qPCR, midiendo en
este caso, ademas de - ®l factor necrético tumoral (TN#, una citoquina proinflamatoria de
respuesta temprana al estrés.
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Figura 17. Expresion de - y TNFe en cultivos WT y ApoD-KO en condiciones control ytras
tratamiento con LPS 24h.A) Expresion de II-f en cultivos enriquecidos en microglia. B) Expresi@
II-1B en cultivos mixtos. C) Expresién de TAEN cultivos enriquecidos en microglia. D) Exprasiée
L18 en cultivos enriquecidos en microglia. E) Culeadesnaturalizacién de Tixly L18.

El patron de activacion de IBlen cultivos enriquecidos en microglia (Fig. 17Aey
cultivos mixtos (Fig. 17B) es el mismo en ambososasnostrandose un incremento de
expresion ante el estimulo de LPS durante 24 hdasel caso de TNEFse observo un
incremento gradual en la fluorescencia en los pumeiclos de la gPCR (Fig. 17C), mientras
gue la amplificacion de L18, que genera la curvaefierencia, este efecto no se produce (Fig.
17D). Se podria deducir que hay algun tipo de coimacién de DNA bicatenario, pero la curva
de desnaturalizacion muestra una perfecta espdaifiadel producto como se muestra en la
figura 17E. Estos efectos obtenidos en la RT-gPERNMF. hacen pensar en un problema con
los cebadores, por lo que se esta planteandoefialte unos nuevos.

Finalmente, se analiz6 también mediante RT-gPCRxlaresion de ApoD en cultivos
mixtos expuestos a LPS 24h, observando una dismimuen su expresion en el cultivo
expuesto al estimulo proinflamatorio durante 24kor

ApoD

Fold change

WT control WTLPS

Figura 18. Expresion de ApoD en cultivos mixtos WEnN condiciones control y tras tratamiento con
LPS 24h.
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5. Discusion y perspectivas

El primer objetivo de este trabajo fue caracteriaarcultivos gliales primarios enriquecidos
en microglia como primer paso para un posterioamelo de experimentos a fin de conocer
mas sobre el mecanismo de accion de ApoD sobrectaglia.

Caracterizacion de los cultivos enriquecidos en mioglia

La escasa densidad de microglia obtenida en ltisasiha dificultado bastante el estudio.
Con las primeras inmunocitoquimicas dobles conrélscencia se consiguié conocer que los
anticuerpos primarios funcionaban correctament&n &inbargo, debido a una elevada
autofluorescencia basal fue imposible realizar onten de tipos celulares como estaba
inicialmente disefiado. Sabiendo que los anticueppimsarios funcionaban correctamente, la
siguiente prueba fue realizar inmunocitoquimicas wo revelado con peroxidasa de rabano y
con cada marcador por separado.

Al ser cultivos enriquecidos en microglia, se ddrita primera inmunocitoquimica contra
GFAP, una proteina del citoesqueleto de astroguessto que deberia ser una poblaciéon muy
poco representativa en los cultivos. Efectivamealteyimero de células marcadas (astrocitos)
era mas bajo que el de células no marcadas (miayagimo se puede ver en la figura 8A, pero
realmente, el marcaje no era fiable del todo puga® GFAP se expresa fundamentalmente
cuando los astrocitos estan activados (MiddeldatpHol 2011). Tres marcadores microgliales
fueron probados por inmunocitoquimica, GalectinaC8illb y F4/80 y dieron buenos
resultados. Sin embargo, la poca densidad celaldracia esta técnica la mas adecuada para
medir cuantitativamente la proporcion de célulagca@as. Aun asi, sirvid para conocer el
patron de marcaje, observando claramente en laafig@ que Galectina 3 es expresada por
células activadas ameboides y no por las célutagicadas en reposo, mientras que Cdllb y
F4/80 se expresan en ambos estados fisiologiclasrderoglia.

Por otro lado, al caracterizar el cultivo utilizanthmunoblot, no se detectaron ApoD ni
Cd11b, posiblemente debido a la baja densidadareyuh la baja expresién de estos genes en
estas condiciones de cultivo. En el caso de lacdiéte de iINOS el anticuerpo reconoce una
banda en los cultivos mixtos cuyo peso molecularcamcide con el esperado (datos no
mostrados). En el futuro planteo realizar expertm®rcon microglia activada para sacar
conclusiones sobre dicho resultado. El patron geesion de Galectina 3 concuerda con los
resultados de inmunocitoquimica, puesto que swesipr estd aumentada mas de 3 veces en los
cultivos mixtos respecto a los enriquecidos en ogi¢éa. Esto apoya la interaccion existente
entre microglia y astroglia. Cuando ambas célutédnepresentes en el cultivo intercambian
sefiales de activaciébn como se propuso en la figura

Finalmente, usé una cuantificacion mediante RT-qEIERa expresion del gen Emrl (que
produce la proteina F4/80), para conocer el encigquento de mis cultivos de microglia usando
como referencia los cultivos mixtos. El resultade fjue los cultivos microgliales estaban 9
veces mas enriquecidos en microglia que los cugltinixtos. Esta cuantificacion es relativa, por
lo que para obtener una cuantificacion neta detgmiaje de enriquecimiento del cultivo he
realizado el disefio de cebadores para el gen Aldhdih gen descrito recientemente como un
nuevo marcador especifico de astrocitos e indepetalde su estado de activacion (Cahoy et
al. 2008). Estos cebadores se usaran en experisngatBT-qPCR para obtener informacién de
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la cantidad de astrocitos que se encuentran encudts/os enriquecidos en microglia,
consiguiendo una cuantificacion real y una caraaeion definitiva.

Los datos de referencia en esta técnica sitlan 9&%>la pureza en los cultivos de
microglia (Saura et al. 2003), pero a falta de egng una cuantificacion de mis cultivos, las
medidas cualitativas realizadas parecen reflejarumeza menor. Asi, seria interesante plantear
en el futuro el uso de otras técnicas de aislamidatmicroglia, como puede ser la descrita por
Moussaud (2010) o un nuevo método disefiado por Mie®Sdo gentleMACY' Dissociator,
que consigue separar microglia incluso de cerelrdta mediante el uso de anticuerpos,
conjugados a una particula metélica, contra epstopomembrana especificos de microglia. Se
hace pasar a las células por un campo magnétie oprssigue una separacion celular muy
eficiente, pudiendo ser una solucién al problembaje densidad en los cultivos de microglia.

Respuestas gliales a estimulos pro-oxidantes y pnlamatorios.

Los siguientes objetivos consistian en exponer ultivo a estimulos pro-oxidativos y
proinflamatorios para estudiar el efecto que poirier la astroglia sobre la microglia, y si este
efecto estaba mediado de algin modo por la presdechpoD.

* Respuesta a la oxidacion.

Tras 24h de Paraquat (PQ), un herbicida generadesttiés oxidativo y ampliamente usado
para este propésito, la primera diferencia que mmamos es su efecto directo sobre la
microglia. Su morfologia ramificada, caracteristisaun estado de reposo, se observa en las
condiciones control, pero en el cultivo expuestia aituacion experimental vemos como las
células tienen una morfologia ameboide, caradaide su estado de activacion (Fig. 12). Por
otro lado, no se observa diferencia alguna enselitivos procedentes de ratones WT y los
deficientes en ApoD, lo cual concordaria con l&tepis de que la microglia no expresa ApoD.

La expresion de la proteina Galectina 3, analizaddiante inmunoblot, apoya los datos
obtenidos en la caracterizacion del cultivo, auresd su expresion cuando la microglia esta
en presencia de astroglia. Asi, su expresion nda vsignificativamente en los cultivos
enriquecidos en microglia tras 24 horas de expbsiaiPQ respecto al control, pero si lo hace
en los cultivos mixtos, estando mas expresada esitl@cion experimental. Estos datos
concuerdan perfectamente con la hipétesis ini@atjge el PQ afecta a los astrocitos, siendo
éstos los encargados de sefializar para una aétivadcroglial (Bajo-Grafieras et al. 2011b;
Klintworth et al. 2009).

La expresion de ApoD se analizé tanto mediante iohlot para conocer la cantidad de
proteina expresada por los astrocitos, como a nigeéxpresion de mRNA. Los resultados
obtenidos en inmunoblot (Fig. 13A) muestran quep@se esperaba por resultados anteriores
(Bajo-Grarieras et al. 2011b), tras un estimulo ceom 24 horas de estrés oxidativo hay una
activacion y un aumento de ApoD, a fin de protegee el dafio. Por otra parte mis resultados
confirman que ApoD es un gen de respuesta temppaesaio que a las 24 horas no aparece un
incremento en la expresion de MRNA, sino una digoidm, quizas debido a una
retroalimentacion negativa (Fig. 15). Algo similancontramos al analizar una citoquina
proinflamatoria como es lIfl expresada por microglia (Amantea et al. 2010). [&n
condiciones experimentales antes descritas, tantukivos de ratones WT como ApoD-KO,
encontramos niveles de expresion por debajo dedsales. Probablemente, tras una activacion
inicial en las primeras horas de exposicion al Ba& detenido su expresion, encontrandose
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disminuida a las 24 horas debido a una retroaliaédn negativa que dejara paso a otro tipo de
genes de respuesta mas tardia. Algo que habriestiudiar mas en detalle es la activacion basal
gue se encuentra en el cultivo mixto control demes ApoD-KO (Fig. 14), pudiendo
entenderse como que la falta de ApoD activa deddvasal a la microglia, aunque estos datos
no coinciden con los obtenidos en la misma situa@d el experimento de estimulacion
inflamatoria (Fig. 17B).

Con estos datos obtenidos, se propone como reapaekt planteado en los objetivos
especificos que el estimulo pro-oxidante activa microglia por mediacion de los astrocitos,
asi como que esta respuesta esta modulada p@skenpia de ApoD.

* Respuesta a la inflamacion.

Para estudiar la respuesta microglial a un estinpuénflamatorio, se expusieron los
cultivos durante 24 h a LPS, un estimulante inmbgiob de amplio espectro que causa
inflamacién en muchos tipos celulares, entre dlosiicroglia. En este caso, a diferencia del
experimento con PQ, los cultivos se mantuvieroraohg 6 horas tras la siembra antes de
afadirles el estimulo para comprobar si realmentadrfologia ameboide activada encontrada
tras el tratamiento con PQ se debia realmentetiahide o a que simplemente las células no
habian tenido tiempo de recuperarse tras la tigasiion. Asi, efectivamente, en este caso no se
encontré ninguna diferencia morfologica ni entre tltivos controles y experimentales ni
entre los de ratones WT y ApoD-KO.

Seria conveniente repetir ambos experimentos cercdadiciones contrarias, es decir,
dejando un tiempo de recuperacion a los cultivessade exponerlos a PQ, y no dejarselo a los
expuestos a LPS, para determinar realmente si @ssasvaciones morfoldgicas son debidas al
propio estimulo o a la falta de tiempo para recanzery poder responder al estimulo desde un
estado ya de reposo. Aunque morfolégicamente hayse encontrado diferencia en los cultivos
expuestos a LPS durante 24horas, el analisis ditolguina proinflamatoria I3, en cultivos
tanto enriquecidos en microglia como mixtos, maestr incremento en su expresion en los
cultivos estimulados, siendo este incremento magdos cultivos mixtos (Fig. 17B) que en los
enriquecidos en microglia (Fig. 17A). lgualmentstaeactivacion es mayor en los cultivos
procedentes de ratones WT que en los deficiente&peld, aunque en estos ultimos no se
encuentra un incremento basal tan grande comasehwdido con el estimulador oxidativo.

Intenté estudiar la activacion microglial atendena la expresion de otra citoquina
proinflamatoria, el TNE, mediante RT-qPCR, pero como se observa en laafigiD se
obtuvieron resultados andémalos. Debo realizar ngtsid®s sobre ello, puesto que el
incremento gradual de fluorescencia observado erptimeros ciclos sin que haya ninguna
inespecificidad como se observa en la curva deati@sizacion (Fig. 17E) puede ser debido a
un disefio inadecuado de los cebadores. Por eloawtisefiar nuevos cebadores ya que ' NF
es una citoquina bastante importante en la ac@imaniicroglial como para no analizar su
expresion.

En respuesta a lo propuesto en los objetivos diqmesicon los datos obtenidos, sugiere
una posible mediacién de los astrocitos ante uspuesta inflamatoria asi como por parte de
ApoD.

Haciendo una comparativa de la respuesta de ApdbBlp en ambos experimentos,
concluimos que, tras 24 horas de estimulo, la eiqirale II-B se mantiene elevada ante LPS
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mientras que ante el estimulo oxidativo se encbatga en el momento de retroalimentacion
negativa. En el caso de ApoD, ante el estimuloRfQrse encuentra en niveles por debajo de los
basales, mientras que esta a nivel basal anteielués proinflamatorio. Atendiendo a estos
datos, reflejados en la figura 19, y sabiendo quactivacién microglial depende de la potencia
del estimulo (Amantea et al. 2010), mi hip6tesagppne que el LPS podria ser un estimulo mas
potente o duradero que el PQ, prolongando la eXpres el tiempo de los genes de respuesta
temprana como IIfi. En el caso de ApoD, expresado por astrocitogosece esta curva de
expresion por experimentos anteriores (Bajo-Grafetaal. 2011b), pero no se conoce su
activacion directa ante LPS, inicialmente des@itano activador microglial.
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Figura 19. Momento de expresion de Il-8 y ApoD a las 24 horas del tratamiento con LPS y P@\)
Expresion de lI-f. B) Expresion de ApoD.

Para conocer en profundidad la respuesta ante asshtiosulos seria conveniente un estudio
del curso temporal de la expresion defl]-ITNFu y ApoD, para validar las hipétesis que
propongo al analizar mis resultados.
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